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换树脂中，7320 树脂吸附效果最好，在 pH=7 时，树脂的交换容量最大；3%氨
水可高效地将活性成分从 7320 树脂上解吸下来，解吸率为 95.00%。静态吸附动
力学符合 Lagergren 准二级速率方程，颗粒内扩散为影响吸附速率的主要限速步




率为 79.96%﹑纯度为 63%。 









分别为 0.15Mpa﹑30℃，料液 pH 在中性条件时，浓缩效果最好。最后，按照上
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Streptomyces XBP-03, whose secondary metabolites inhibite a variety of 
pathogens, was isolated from the soil samples in the Western China. This paper 
focused on the extraction process of bioactive secondary metabolites produced by 
Streptomyces XBP-03. What’s more, the study on extraction of bioactive components 
from the fermentation broth with ion exchange resins and membrane were also carried 
out. This dissertation is made up of three chapters: 
Chapter one is about the study to extract the bioactive components from the 
fermentation broth by Silica gel chromatography . Bioassays, taking Bacillus cereus 
Ym1004 as the tested strain, was used to identify the bioactive compounds. A pure 
compound was obtained through the steps of resin decolorization, organic solvent 
precipitation , silica gel chromatography and TLC preparation. The content of 
bioactive component was 90%, and the component was identified by HPLC, 
bioactivity and HR-ESI-MS analysis. 
    Chapter two is about the study to extract bioactive compounds from fermentation 
broth with ion exchange resins. The adsorption properties of resins for bioactive 
compounds were investigated．The 7320 resin has the highest adsorption efficiency 
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among eight kinds of ion exchange resins. The adsorption efficiency of 7320 resin for 
bioactive compounds was 93.60% under pH 7.0 and the desorption efficiency eluted 
by 3% ammonia could reach 95.00%. Kinetic analysis showed that the pseudo second 
order model describes the experimental data satisfactorily with the adsorption rate 
constant of 0.00738g/(mg﹒min). The adsorption of bioactive compounds on the resin 
obeyed Langmuir isotherm, the thermodynamic equilibrium functions ΔG<0, 
ΔH=60.93kJ/mol, ΔS>0 were obtained, so the adsorption was a spontaneous﹑
endothermic and entropy increasing progress. The dynamic experimental results 
indicated that the optimum uploading and desorbing speed were 1BV/h and 2BV/h, 
respectively. The elution was concentrated to obtain the brown paste. Through this 
process, the recovery rate of bioactive compounds was 79.96%,  and the content of the 
component was 63% . 
Chapter three is about the study to extract the bioactive compounds from 
fermentation broth with membranes. Microfiltration, ultrafiltration and nanofiltration 
membrane were used to extract bioactive compounds. Results indicated that 
microfiltration, ultrafiltration and nanofiltration processes were affected by the 
relative operation pressure and temperature greatly. The microfiltration had 
outstanding purification and clarification effects for the fermentation broth. 
Consequently, the ultrafiltration had a significant effect to wipe off some impurities 
such as proteins. And then the nanofiltration was performed to concentrate the 
permeabilizing solution as well as the futher purification. Considering the equipment 
safety, energy consumption and efficiency, the microfiltration pressure and 
temperature were 0.2Mpa and 30℃ respectivily; the ultrafiltration pressure and 
temperature were 0.15Mpa and 30 ℃  respectively; nanofiltration pressure and 
temperature were 0.15Mpa and 30℃ respectivily，and the concentration effect is best 
when the pH value was neutral . During the combination membrane separation 
process of MF-UF-NF, 2L fermentation broth were concentrated to 343mL, the 


















































抗 120、浏阳霉素和韶关霉素，以及 90 年代的中生菌素、武夷霉素、宁南霉素
等[5]。 
    农用抗生素作为一类具有良好发展前景的生物农药，从国家“七五”计划以来
一直作为植病生防和微生物农药的内容被列入攻关项目，特别是“九五”和“十五”
期间更加受到重视。“九五”期间，在“农业生物技术”攻关项目中，植用抗生素和

















































蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus Ym1004)，为本实验室保藏菌种。 
1.2 培养基(g/L) 
1.2.1 斜面培养基 
蛋白胨      5.0         氯化钠      5.0   
牛肉膏      3.0         琼脂        15.0 
蒸馏水定容至 1000mL    pH         7.0 
1.2.2 平板生测培养基 
蛋白胨      1.5         磷酸氢二钠  0.05 
牛肉膏      1.5         琼脂        18.0 
蒸馏水定容至 1000mL    pH         7.8-8.0 
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1mm和 0.5mm厚 GF254 制备型正相硅胶载体（安徽良臣硅胶化工厂） 
1.3.2  主要仪器和设备 
876-2 型真空干燥箱 
玻璃色谱柱 





BÜCHI R-114 型旋转蒸发仪，B-480 型水浴锅 




Bruker Daltonics 公司的 BioTOF Q 型质谱仪 










2.1. 2 春雷霉素为标准的一剂量法 
（1）配制 300μg/mL、450μg/mL、670μg/mL、1000μg/mL、1500μg/mL、
第一章  硅胶层析提取发酵液中活性成分的方法研究 
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2250μg/mL、3375μg/mL 等 7 个浓度的春雷霉素溶液系列。 
（2）取接种有蜡样芽孢杆菌的测定平板 18 套，每 3 套分成一组，共分 6
组。每个测定平板中均匀放置 4 个牛津杯，每间隔 2 个牛津杯内加入 200μL 
1000μg/mL 中间浓度的春雷霉素溶液（C0），其余 2 个牛津杯内加入 200μL 同一
浓度的春雷霉素溶液，每一浓度作三个重复。置于 30℃培养箱中，培养 17 小时
后测定抑菌圈直径。 





浓度为横坐标，将上述数据以 D=αLogC+β 进行回归，其中：D 为校正后的抑菌
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（0.05%冰乙酸），流速 0.5mL/min，检测波长 265nm，柱温 40℃。 
2.3 发酵液的制备 
链霉菌 XBP-03 通过深层发酵培养 50 小时后，发酵培养液以 6000 r/min 的
条件离心 15min，取上清液，共制备 9L，备用，记为发酵液。 
2.4 活性物质的分离提取 
2.4.1 粗品的制备 
发酵液用 D101 树脂脱色，采用 3 倍无水乙醇沉淀，将上清液浓缩。具体方
法如下： 
（1）取发酵液，加样到装有 D101 树脂的层析柱，收集流出液； 





（1）上面的褐色膏状物与硅胶按 1:1 的比例拌料，风干。 




甲醇：水=7:3 进行洗脱。洗脱液分瓶装，每 500mL 一瓶，洗脱液用 TLC 进行检
测，待某一梯度洗脱液洗脱完全时，再换下一个梯度洗脱液进行洗脱。 
（5）柱层析结果利用 TLC 检测分析，展层效果相近的洗脱液合并蒸干。 
2.4.3 二次正相硅胶层析 




（3）利用氯仿：甲醇：水=4.5:5.5:1.2 进行洗脱。分瓶收集，每 250mL 一瓶，
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洗脱液用 TLC 进行检测，展层效果相近的洗脱液合并蒸干。 
（4）柱层析结果利用 TLC﹑HPLC 和生物活性检测等方法进行分析，将含
有抗菌活性物质的样品，进行下一步分离提取。 
2.4.4 TLC 制备 
通过对二次正相硅胶层析后得到的样品进行 TLC 和 HPLC 分析检测，得到
了一个含有抗菌活性物质的样品，取一部分样品用 TLC 进行制备。 
（1）取 1mm厚的制备型硅胶板，在其距离边缘 1cm处用铅笔轻轻画一条
直线，将样品用 50%乙醇溶解后沿着铅笔线痕迹进行上样。 






2.4.5 二次 TLC 制备 
     将上面 TLC 制备得到的样品再次进行二次 TLC 制备，方法如下： 
（1）取 0.5mm 厚的制备型硅胶板，在其距离边缘 1cm处用铅笔轻轻画一条
直线，将样品用 50%乙醇溶解后沿着铅笔线痕迹进行上样。 
（2）用展层剂：乙醇：冰乙酸：水=4:1:1 进行展层，展层高度为 7cm。 















    经过以上一系列步骤之后，即可确定用硅胶层析法提取发酵液中活性成分的
流程，如下所示： 
 
图 1-1 活性成分的分离流程 
Fig.1-1 The separation progress of bioactive component 
  












素当量单位，以重量单位 μg 计。 
生测平板在 30℃培养 17 小时后，测量各浓度春雷霉素产生的抑菌圈直径，
将校正后的抑菌圈直径（mm）为纵坐标，相应的浓度为横坐标，以 D=αLogC+β
（D：抑菌圈直径，单位：mm；C：春雷霉素的浓度，单位：μg/mL；α、β 为常
数）方式进行回归分析见图 1-1。抑菌结果测定及校正如表 1-1： 
 
表 1-1 春雷霉素的抑菌结果 























































对数与抑菌圈直径呈良好的线性关系：回归方程为 y = 10.349x-10.073，相关系
数 R2=0.9928。其中中心浓度的抑菌圈直径 D=21.00mm，回归曲线见图 1-3。 
链霉菌 XBP-03 次级活性代谢产物的提取工艺研究 
12 
 



















图 1-2 春雷霉素浓度对数的标准曲线 





以 μg 计）。 
发酵液稀释 20 倍后，200μL 加样量的抑菌圈直径为 20.60mm，对应春雷霉
素浓度的对数是 2.96，相当于春雷霉素浓度是 912.01，因春雷霉素加样量也是
200μL，所以，发酵原液的效价是 18240.2μg（春雷霉素当量）。 
3.2 粗品的 TLC 检测 
根据活性物质的性质和相关类似物质的文献报道，实验采用乙醇-冰乙酸-水
﹑正丁醇-冰乙酸-水、乙醇-氨水-水展层，用 5%茚三酮丙酮溶液做显色剂，以显
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表 1-2 展层剂的筛选结果 
Table1-2 TLC agent screening results 
展开剂 乙醇：冰乙酸：水 正丁醇：冰乙酸：水 乙醇：氨水：水 
4:1:1 4:1:1 4:1:1 




体系可用于下面实验中活性物质的 TLC 检测。 
3.3 活性物质的分离提取结果 
3.3.1 粗品的制备 
将 9L 发酵液用 D101 树脂脱色，脱色液加入 3 倍体积的无水乙醇放置 4h，
过滤得滤液，将滤液 55℃减压浓缩，获得褐色膏状物，共计 240g。 
3.3.2 正相硅胶柱层析 
将得到的粗品（240g）进行正相硅胶层析，实验设置了 3 个洗脱梯度，很好
的达到了分离提取的目的。3 个洗脱梯度相应的将活性粗提物分成了 3 大部分，
将三部分样品进行活性跟踪实验，结果如下： 
第一部分对应 1 梯度洗脱液部分，其呈黄色，没有活性，主要含有色素； 
第二部分对应 2 梯度洗脱液样品，其是主要的活性成分所在部分； 






将得到的样品分为 1#-6#组分（按样品薄层层析划分），并对以上 6 个组分进行
HPLC 检验。 
检测结果如下所示： 





图 1-3 二次正相柱层析的 HPLC 分析 
Fig.1-3 HPLC analysis of second reversed phase chromatography 
 
由图 1-3 可得，标样的峰保留时间为 6min。二次正相硅胶柱层析后的 1#-5#
样品都在 6min 处有峰出现。所以，单从 HPLC 结果来看，1#-5#样品中都可能含
有活性物质。 
将 1#-6#进行 TLC 检测，展层后在 254nm紫外下观察荧光点，荧光点用铅笔
标记好后，进行茚三酮显色，显色后的效果图如图 1-4 所示。单从 TLC 效果图
可以看出，活性物质主要在 5#中，3#﹑4#和 6#样中含有少量的活性物质；1#和 2#
不含有活性物质。 




图 1-4 二次正相柱层析的 TLC 分析 
Fig.1-4 TLC analysis of second reversed phase chromatography 
注：A：活性物质标样，1#-6#代表二次硅胶层析后得到的 6 个组分； 代表荧光点； 
 代表茚三酮显色点。 
 
从 1#-6#样品中分别取出少量配成 2mg/mL 溶液，进行生物活性的测定，测




表 1-3 二次正相柱层析的生物活性测定结果 
Table1-3 The biological activities of second reversed phase chromatography 
样品 1# 2# 3# 4# 5# 6# 
质量（g） 40 34 8 2 6 1.8 
抑菌圈直径 
（mm） 
0 0 20.12 21.08 30.56 21.54 
含量（%） 0 0 9.06 2.50 86.65 1.80 
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3.3.4 TLC 制备 
为了除去 5#样品中的还原糖和氨基酸或多肽，提高样品纯度，实验按照 2.4.4
的实验方法对 5#样品进行 TLC 制备。取 20mg 样品进行制备，分离得到含有活
性成分的条带，冻干得到 TLC 制备样 4mg。将该制备样在 TLC 分析板上进行还
原糖和茚三酮显色，其检测结果如图 1-5 所示，可以看到 5#样经过 TLC 制备后
除掉了氨基酸-赖氨酸（赖氨酸由 HPLC 鉴定）和还原性糖。 
 
图 1-5 a 和 b 样品中的氨基酸和还原糖分析 
Fig.1-5  The analysis of animo acid and reducing sugar of a and b  
注：a 代表 5#样；b 代表 TLC 制备样； 代表荧光点；  代表氨基酸显色点 
代表还原糖显色点 
 
将 TLC 制备样用 HPLC 进行检测，结果如图 1-6 所示，从液相图可以看出，













图 1-6 TLC 制备样的 HPLC 图谱 
Fig.1-6 HPLC spectrum of the sample after preparative TLC 
 
综合 TLC 和 HPLC 检测结果可知，经过 TLC 制备后，可以除去 5#中氨基酸
和还原性糖；也除去一些紫外吸收物质（由 HPLC 图谱可知），提高了活性物质
在样品中的含量。 
但是，由图 1-6 中的HPLC 图谱可以看出，TLC 制备样中还含有一部分杂质，
因此，为了进一步提高纯度，进行了二次 TLC 制备以除去 HPLC 图谱中的杂质
峰。 
3.3.5 二次 TLC 制备 
     将 3.3.4 中得到的 4mg TLC 制备样按照 2.4.5 的方法进行二次 TLC 制备，得
到了 1mg 二次 TLC 制备样，用 TLC 和 HPLC 进行检测。 
二次 TLC 制备样的 TLC 和 HPLC 检测结果如下所示： 




图 1-7 样品 d 的 HPLC 和 TLC 图谱 
Fig.1-7 HPLC and TLC spectrum of d 
注：c 代表标样；d 代表二次 TLC 制备样 
 
由图 1-7 可以看出，经过二次 TLC 制备后，得到了单一的荧光点；通过 HPLC
检测，发现二次 TLC 制备样的纯度很高，活性物质峰面积比例达到了 90%，说







将二次 TLC 制备样品进行液相制备，液相制备条件同 3.3.5。制备得到的样
品进行 HPLC 检测和生物活性实验，结果如图 1-8 和图 1-9。 
 




图 1-8 样品 c 和 e 的 HPLC 图谱 
Fig.1-8 HPLC spectrums of c and e 
注：c 代表标样； e 代表液相制备样 
 
 
图 1-9 液相制备样的抑菌结果 
Fig.1-9 Bactericidal tests of sample after preparative HPLC 
 
 由以上实验结果可以看出：二次 TLC 制备样经 HPLC 制备后，样品和标样
在液相图谱上的峰保留时间一致，其在 HPLC 上的含量达到了 95%以上，可以
达到质谱分析的要求。并且样品具有很好的抗菌活性。 




    将 HPLC 制备样品进行高分辨率质谱分析，其 HR-ESI-MS 分析结果如下： 
 
 
表 1-4 化合物的高分辨率质谱分析 











表 1-5 化合物的分子式和分子量 
Table 1-5 Molecular Weights and formulas of compounds 
Compound Molecular Weight 
Tested 
Formula Molecular Weight 
Calculated 
活性成分 444.1599 C16H24N6O9 444.3986 
 
 




图 1-10 活性成分的 ESI-MS 
Fig.1-10 ESI-MS of bioactive component 
 
通过 HR-ESI-MS 检验结果可知，液相制备样的分子量为 444.3986，和标样
的分子量一致。 


















































    高效液相色谱（HPLC）是在原有的液相柱层析基础上引入气相色谱的理论
并加以改进和发展起来的，兼具分离效能高、选择性高、检测灵敏度高和分析速
度快的特点，因此应用范围也日益扩展。 





本章从链霉菌 XBP-03 的发酵液出发，采用正相硅胶层析和 TLC 两种分离
提取手段，可以得到高纯度的活性成分产品。为了对得到最终样品进行验证，将
二次 TLC 制备样进行 HPLC 制备，得到了活性物质纯品，并通过对纯品进行












1.实验从链霉菌 XBP-03 发酵液（9L）出发，经过离心﹑D101 树脂脱色﹑
三倍无水乙醇沉淀等步骤后得到了 240g 粗品。 
2.粗品通过硅胶柱层析和二次硅胶柱层析后得到了一个含有活性物质的样
品，其质量为 6g。 
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3.含有活性成分的样品经过 TLC 制备和二次 TLC 制备后，可以得到高纯度
的产品，其在 HPLC 上的含量为 90%。 















第二章  阳离子交换树脂对活性成分的提取工艺研究  
1.实验材料 
1.1 实验菌种和培养基 



















链霉菌 XBP-03 次级活性代谢产物的提取工艺研究 
26 
 
    首先，将树脂以水浸泡一昼夜，而后进行反洗和正洗，洗至出水清亮。再以




选取 8 种不同极性、不同型号的阳离子交换树脂，树脂的相关参数如表 2-1
所示。取预处理好的树脂 2.5g (湿重)，放入 50mL 三角烧瓶中，加入 5mL pH=7
的发酵液，置于 30℃，150r/min 的恒温摇床上振荡 24h。取吸附剩余液，测定活
性成分浓度并计算吸附率。 
相关计算公式如下： 
吸附量 (mg/g) ( ) /o eC C V m  
吸附率 (%) ( - ) 100 /o e oC C C   
解析率 (  e100 /d d O OC V C C V       
回收率 (  100 / )d d O OC V C V     
式中 OC 为发酵液中活性成分的初始浓度 ( mg/mL )； eC 为吸附平衡后剩余液
中的浓度( mg/mL )； dC 为解析液中活性成分的浓度 (mg/mL )； dV 解析液体积 















表 2-1 阳离子交换树脂的性能参数 
Table 2-1 Performance Parameters of Ion Exchange Resins 
树脂 极性 质量交换容量 (mmol/g) 含水量 (%) 湿密度 
001 7 强酸性 ≥4.6 46~52 1.25~1.29 
002 7 强酸性 ≥4.4 46~52 1.24~1.28 
7320 强酸性 ≥4.5 46~52 1.25~1.29 
NKC-9 强酸性 ≥4.7 ≤10 1.20~1.30 
D72 强酸性 ≥4.2 50~55 1.20~1.30 
D001 强酸性 ≥4.35 45~55 1.18~1.28 
D151 弱酸性 ≥9.5 60~70 1.05~1.15 
D113 弱酸性 ≥11 45~52 1.15~1.20 
 
2.2.3 发酵液 pH 值对树脂吸附效果的影响 
发酵液 pH 值分别调为 3、4、5、6、7、8、9、10，按照 2.2.1 的方法进行静
态吸附，计算在不同料液 pH 条件下，树脂的吸附效果。 
2.2.4 解吸液的筛选 
将吸附饱和的树脂用 30mL 不同种类和浓度的解吸液进行解吸，计算解吸率。 
2.2.5 静态吸附动力学研究 




分别称取 0.5g、1g、1.5g、2g、2.5g 树脂 (湿重) 置于 50mL 三角烧瓶中，
加入 5mL pH=7 的发酵液，分别置于 25℃、30℃和 35℃恒温摇床上、150r/min
振荡 24h，测吸附剩余液浓度 eC ，计算吸附量 eQ ，作 e eC Q 图，得吸附等温线。 
2.3 动态实验 
取离子交换柱 (内径 1cm高 40cm)，装入 15.5g 树脂 (湿重)，将发酵液以不











换树脂 7320 吸附效果最好，吸附率可达 93.60%。 
















1: 001×7; 2: 002×7; 3: 7320; 4: NKC-9; 5: D72; 6: D001; 7: D151; 8: D113 
 
图 2-1 阳离子交换树脂的静态吸附率 
Fig. 2-1 Static Adsorption Efficiency of Different Ion Exchange Resins 
3.1.2 发酵液 pH 值对吸附效果的影响 
离子交换树脂的吸附本质为离子间的交换，因此样品的 pH 值对吸附效果有

















图 2-2 pH 对树脂吸附率的影响 
Fig. 2-2 Effect of pH on 7320 Resin Adsorption  
在 pH<7 时，吸附率随 pH 值的增大而增大；pH=7 左右时的吸附率最大；随
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A：1% HCl; B: 2% HCl; C: 2.5% HCl; D: 3% HCl; E: 1% NH4OH; F: 2% NH4OH; G: 3% 
NH4OH; H: 1% NaCl; I: 1% MgSO4; J: 1% NH4Cl; K: 1% CaCl2 
 
图 2-3 不同解吸剂解吸能力的比较 





























图 2-4 树脂的静态吸附动力学曲线 















        （1） 
式中: k 为表观吸附速率常数 (g/mg min) ； eQ 和 tQ 分别为平衡时和 t 时刻
的吸附量 (mg/g)。 
方程为 / 0.1697 3.904tt Q t  ，相关系数
2R =0.9978。由准二级速率方程斜率
可得平衡吸附量： eQ =5.89 (mg/g)，接近实验得到的平衡吸附量；速率常数k 

















图 2-5 树脂吸附活性成分的准二级速率方程 
Fig. 2-5 The Second-order Kinetics Curve of Bioactive Components Adsorbed on 7320 Resin 
 
3.1.4.3 速度控制步骤的确定 
树脂对目的物的离子吸附过程主要通过膜扩散 (外部扩散) 和粒扩散控制 
(内部扩散)来完成[11-12]。扩散过程可用 Kannan 方程式[13]表达： 
1/2
t pq K t C     (2) 




1/2·mL)]，qt 为树脂在 t 时刻的吸附量 
(mg/g)，C 为常数。 
图 2-6 为 7320 树脂吸附活性成分的 Kannan 曲线，在吸附过程的前 90min
内，
tq 对
1/2t 的拟合公式为 20.38005 1.19553( 0.99613)y x R   ，呈现很好的线
性关系，说明这段时间颗粒内扩散是主要限速步骤；90min 以后，线性关系发生























图 2-6 树脂吸附活性成分的 Kannan 方程 
Fig. 2-6 Kannan Curve of Bioactive Components Adsorbed on 7320 Resin 
 
3.1.4.4 吸附等温线测定 




































图 2-7 7320 树脂对活性成分的吸附等温线 
Fig. 2-7 Adsorption Isotherms of 7320 Resin for Bioactive Components 
 
采用 Langmuir 模型和 Freundlich 模型对图 2-7 数据进行拟合。结果显示，





q Q b Q
      （3） 
式中： maxQ 为单分子层饱和吸附量 (mg/g)；b 为 Langmuir 常数 (1/mg)。 
其拟合曲线、方程参数见图 2-8 和表 2-2。Langmuir 常数b 随温度的升高而
增大，这说明温度升高，树脂对活性成分的吸附能力增强。 
 

























图 2-8 不同温度下的 Langmuir 方程 
Fig.2-8 Langmuir Isotherms under Different Temperatures 




表 2-2 不同温度下的 Langmuir 方程参数 
Table 2-2 The Fitting Result of Langmuir Equation under Different Temperatures 
T (K) Regression equation Qmax (mg/g) b (mL·mg) R
2
 
298.15 y=0.1035x+0.02483 9.66 4.17 0.99883 
303.15 y=0.10676x+0.01578 9.37 6.77 0.98386 
308.15 y=0.09699x+0.01082 10.31 8.96 0.98687 
 
针对不同温度的吸附平衡，利用 Van’t Hoff方程和相应热力学关系式，分析









        (4) 






            (6) 
式中： LK 为常数； R 为气体常数，8.314 J/(K mol) ；T 为绝对温度 ( K ) 
H 、 G 和 S 的计算结果如表 3。 
表 2-3 不同温度下的热力学参数 
Table 2-3 Thermodynamic Parameters under Different Temperatures 
T (K) KL △H (kJ/moL) △G (kJ/moL) △S [J/(mol﹒k)] 
298.15 4.17  
60.93 
-3.54 12.08 
303.15 6.77 -4.82 16.10 
308.15 8.96 -5.62 18.43 
 
由表 2-3 知，活性成分在 7320 树脂上的吸附过程中：△G<0，说明吸附反应
比较容易进行；且△G 随温度的升高而减小，表明吸附反应自发进行的程度变高。
交换反应焓变△H 为正值，表明该吸附反应为吸热过程，温度的升高有利于吸附










3.2.1  动态吸附实验 
发酵液按 0.5BV/h、1BV/h、2BV/h、4BV/h 4 个流速进行上样，以流出液浓
度达到上样液浓度的 10%为泄漏点。图 2-9 为 4 个流速条件下，流出液中活性成
分浓度的变化情况。上样流速越大，泄露点出现的越早；上样流速越低，泄漏点
出现的越迟，说明树脂交换柱内离子交换越充分，越有利于提高树脂交换柱的利
用率。但是流速过低，降低了效率，因此，以 1BV/h 流速进行动态吸附为佳。 
 





















图 2-9 不同上样流速下的吸附穿透曲线 
Fig. 2-9 Breakthrough Curves under Different Uploading Speeds 
 
3.2.2 动态解吸实验 
用 3%氨水分别以 1BV/h、2BV/h、3BV/h、4BV/h 4 个解吸流速对吸附饱和
后的树脂进行解吸，解吸曲线如图 2-10 所示。从图中可以看出，解吸流速越低，
解吸峰越集中，同时所用解吸液的体积越小；解吸流速过快，造成解吸峰不集中
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同时解吸液体积过大。综合考虑，采用 2BV/h 的解吸流速进行解吸。 

























图 2-10 不同解吸流速下的动态解吸曲线 
Fig. 2-10 Dynamic Desorption Curves under Different Desorbing Speeds 
 
3.2.3  重复验证实验 
取 51mL 预处理好的发酵液，树脂用量为 15.5g (湿重)，体积为 19mL，平行
3 次，以 1BV/h 的流速进行上样，之后用 2BV/h 的纯水冲洗，最后用 3%的氨水
以 2BV/h 的流速解吸，收集解吸液，蒸干得到褐色膏状物质，活性成分得率为
79.96%，HPLC 图谱上峰面积为 63%。具体结果见表 2-4 和图 2-11。 
 
表 2-4 重复验证实验 





Recovery efficiency  
(%) 
1 94.89 92.65 79.60 
2 93.89 95.34 79.03 
3 96.01 93.13 81.25 
Average 94.93 93.71 79.96 






图 2-11 活性样品的 HPLC 检测图谱 
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脂，7320 强酸性阳离子交换树脂对活性成分的吸附效果最好，在 pH=7 时，吸附






确定发酵液以 1BV/h 进行上样、用 3%氨水以 2BV/h 进行解吸，最后将解吸液减
压浓缩至褐色膏状，活性成分得率为 79.96%，纯度为 63%。 
  















YJ-875 型 医用净化工作台 
GL-20G-Ⅱ型 高速冷冻离心机 
YXQ.G01.280 型手提式高压蒸汽消毒器 
MILLI-Q Labo 超纯水制备器(MILLI PORE 公司) 





















2L/m h  ； S 为膜的有效面积 2m ， t 为操作时间h 。 
2.2 料液固形物含量和澄清度的测定 
固形物含量的测定：取 1mL 的料液于 1.5mL 的离心管中，于 12000rmp 下
离心 10min，得到固体沉淀物，烘干后，称其质量。 




往微滤设备内加入 600mL 料液，分别在压力为 0.05；0.1；0.15；0.2；0.25；
0.3Mpa 的情况下进行微滤，当微滤透过液达到 320mL 时，停止操作，记录操作
时间以及透过液和残液的体积，并计算出在不同压力条件下膜的渗透通量。 
2.3.2 微滤操作温度对渗透通量的影响 
在操作压力为 0.2Mpa 的条件下，加入 600mL 料液，料液温度设置为 20﹑
25﹑30℃.按照 2.3.1 的实验方法进行操作。 
2.4 超滤过程研究 
2.4.1 超滤操作压力对渗透通量的影响 




在操作压力为 0.15Mpa 的条件下，加入 600mL 料液，料液温度设置为 20﹑
25﹑30℃.按照 2.4.1 的实验方法进行操作。 









在操作压力为 0.15Mpa 的条件下，加入 600mL 料液，料液温度设置为 20﹑
25﹑30℃。按照 2.5.1 的实验方法进行操作。 
2.5.3 pH 对纳滤膜分离性能的影响 




在操作压力为 0.15Mpa﹑料液温度为 30℃﹑pH 为 7 的情况下，向纳滤设备
内不间断加入 1.2L 料液，测定在浓缩 2﹑3﹑4﹑5﹑6 倍的情况下，浓缩液中活
性成分的含量并计算收率。 
2.6 微滤-超滤-纳滤全通实验 
取料液 2L，进行微滤（压力：0.2 Mpa﹑温度：30℃）-超滤（压力：0.15  Mpa
﹑温度：30℃）-纳滤（压力：0.15 Mpa﹑温度：30℃﹑料液 pH 7）全通实验，
计算最后产品的浓缩比（R1）和收率（R2） 
其中：R1=V1/V2；R2=(C2V2/C1V1)﹒100% 
式中：V1 和 V2 分别为原液与浓缩液的体积；C2 为浓缩液浓度, C1 为原料液
浓度。 






























图 3-1 不同操作压力下的渗透通量 




























图 3-2 不同温度下的膜渗透通量 










为过程推动力, 对超滤膜分离特性具有较大影响。本实验利用 MWCO 为 10000 
的聚砜超滤膜对微滤透过液进行超滤实验, 对不同操作压力下的膜通量进行测
定, 结果见图。 
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图 3-3 不同操作压力下的超滤膜渗透通量 






























图 3-4 不同温度下的超滤膜渗透通量 
Fig.3-4 Effect of temperature on membrane flux 
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图 3-5 不同操作压力下的纳滤膜渗透通量 






























图 3-6  不同温度下的纳滤膜渗透通量 




3.3.3 pH 对纳滤膜分离性能的影响 















图 3-7 料液 pH 对膜分离性能的影响 
Fig.3-7 Effect of the pH on separation performance of nanofiltration 
 
根据实验室前期的研究，发酵液中活性成分在碱性条件下不稳定，故在纳滤

























浓 缩 倍 数
 
    图 3-8 浓缩倍数对膜分离性能的影响 





将 2L 发酵液进行微滤实验，得透过液 1.6L，在剩余残液中加入 150mL 纯
水进行洗膜，洗 3 次，最后得到水洗液 452mL；将微滤透过液和水洗液共 2052mL
进行超滤实验，得超滤透过液 1.7L，在残液里加入 100mL 纯水洗膜，洗 3 次，
最后得到水洗液 295 mL；将超滤透过液和水洗液共 1995mL 进行纳滤浓缩，最
后得到 343mL 浓缩液，相当于将发酵液浓缩了 5.8 倍，发酵液中活性成分收率
为 83% 


















微滤透过液中固形物除去率为 78.23%﹑色素除去率为 66.82%。 
2．在超滤实验中，确定了操作压力为 0.15Mpa﹑操作温度为 30℃。 
3. 在纳滤实验中，确定了操作压力为 0.15Mpa﹑操作温度为 30℃﹑料液 pH为 7；
在浓缩 6 倍时，活性成分还是有一个比较高的收率。 







[1] 沈寅初, 张一宾编. 生物农药[M]. 北京: 化学工业出版社. 2000. 
[2] 范玲. 微生物农药研究进展及产业发展对策. 中国生物工程杂志[J]. 2002, 22(5):83-86. 
[3] 李勇, 杨慧敏. 微生物农药的研究和应用进展[J]. 贵州农药科学, 2003,31(2):62-63. 
[4] 朱昌雄, 宋渊. 我国农用抗生素的现状与发展趋势探讨[J]. 中国农业科技导报, 2006, 
8(6):17-19. 
[5] 高菊芳编译, 亦冰校. 生物农药的作用、应用与功效（一）-微生物产物农药[J]. 世界农
药, 2001,23(1):1-11. 
[6] Lin Birun(林璧润), Yang Limei(杨丽梅), Jiang Xuebin(江学斌)等. 管蝶法测定抗生素 2507
的技术条件探讨[J]. 广东农业科学, 1998(2):38-41 
[7] 陈刚, 邱家山, 赵红卫等. 新型离子交换树脂 CG-6 对人凝血酶原复合物的吸附行为分析
及研究. 离子交换与吸附[J]. 2007, 23(2):166-174. 
[8] 谢祖芳, 童张法, 陈渊等. 弱碱性树脂吸附-解吸苦味酸. 环境工程学报[J]. 2012, 6(9): 
3131-3136. 
[9] 张青梅, 郑寿荣, 王家宏等. 胺基树脂的合成及对水中重金属离子的吸附特征. 环境工
程学报[J]. 2010, 4(12):2657-2661.  
[10] Wei R X, Chen J L, Chen L L, et al. Study of absorption of lipoic  acid on three types of resin. 
Reactive & Functional Polymers [J]. 2004, 59(3):243-252. 
[11] 郑建仙主编. 食品分离重组工程技术[M]. 北京:中国轻工业出版社, 1998. 
[12] 杨莉丽, 康海彦, 李娜等. 离子交换树脂吸附镉的动力学研究. 离子交换与吸附[J].2004, 
20(2):138-143. 
[13] 张利, 冯喜文, 刘春新等. 大孔树脂吸附金丝桃素的动力学和热力学研究. 安徽农业科
学[J]. 2010, 38(28):15612-15615. 
[14] 孙蕾蕾, 马丽娜, 渠飞翔等. 山楂汁中总酸和黄酮在 D941 树脂上的吸附动力学和热力
学. 离子交换与吸附[J]. 2013, 29(3): 228-235. 
[15] Bautista L F, Martinez M, Aracil J. AIChE Journal [J]. 1999, 45(2): 761-768. 
[16] Kilic M, Yazici H, Solak M Bioresour. Technol [J]. 2009, 100(7): 2130. 
[17] Magara Y. The effect of operational factors on solid/liquid separation by ultra-membrane 
filtration in a biological denitrification systems for collected human excreta treatment plant[J].Wat 
Sci Tech, 1991,23(12):1583-1590. 
 































链霉菌 XBP-03 次级活性代谢产物的提取工艺研究 
52 
 


























以特定的纯抗生素制品盐的重量 1 微克作为亚单位，即 1 毫克＝1000 单位，







际标准品（1952 年）青霉素 G 钠称重 0.5998 微克为 1 单位，即 1 毫克=1670 单
位，那么 80 万单位的青霉素 G 钠称重应为 0.48 克。虽然青霉素 G 制品现已完
全可用化学或物理方法检验其含量，但仍广泛使用效价单位的表示方法。 
1.2.4 特定单位 
以一特定量的抗生素标准品（或对照品）作为 1 单位。如第 1 批杆菌肽国
际标准品（1953 年）杆菌肽 A 为 1 毫克=55 单位。制霉菌素（1963 年）为 1 毫
克=3000 单位等。由于这类抗生素的效价单位或者折算效价很难确定或难以计算，
因此只能以国际标准品的效价单位，作为比较的基准。目前，抗生素的剂量原则













目前已有多种分离介质用于薄层层析：如黄红兵等[5]用 0. 13% CMC（含 4% 
磷酸氢二钠）调制的硅胶 GF254 为固定相, 以氯仿：醋酸乙酯：异丙醇：水：
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十八烷基( octadecylsilyl, ODS 或 C18) 硅胶是常用的非极性键合相, 是将十
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八烷基氯硅烷试剂与硅胶表面的硅醇基经多步反应生成 ODS 键合相, 用于高效
液相分析检测或分离制备。王忠华等[10]研制了一种新型含极性基团的芳烃键合
固定相: 苯胺甲基键合硅胶(PAMS) 固定相, 它对被分离物质的主要保留机制为
疏水作用和 π-π 作用, 同时亚氨基的存在使该固定相还具有氢键和离子交换作用。
作者以 0.02 mol/ L 的 K2 PO4 溶液( pH 4.0) 为流动相, 在 PAMS 固定相上快速
分离了核苷和碱基。与 ODS 柱相比, PAMS 固定相与溶质间的疏水作用远小于
ODS 柱。此外, 部分核苷和碱基在 PAMS 固定相上的流出顺序与 ODS 上的不
同, 说明除了疏水作用外, 该固定相还有离子交换、静电作用等保留机制存在。








的负电荷或正电荷, 然后选择合适的溶剂( 流动相) 进行洗脱。Li[11]用阴离子交
换固定相 SAX-SPE 分离 2’-脱氧尿苷, 然后再用 HPLC 和常压化学电离质谱法
(APCI-MS) 进一步检测。在此法中, 2’-脱氧尿苷和 5’-碘-2’-脱氧尿苷的平均回收
率分别达到 81.5% 和 78.6% 。由于该方法具有处理能力大、去除盐等杂质、可
反复使用、操作简单、成本低等特点，是抗生素分离领域的重要方法之一。 
2.1.2.3 大孔吸附树脂层析 
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固定相, 结合 732 型阳离子交换柱层析及其他方法, 获得了 2 个核苷类抗生素。
其中, 经阳离子交换后的回收率为 77.15%, 经过 AB-8 后回收率为 55.45% 。徐
文豪等[14]采用离子交换树脂、大孔吸附树脂﹑多次硅胶柱层析及薄层层析, 从藏
产冬虫夏草的子座中分离得到了次黄嘌呤核苷、胸腺嘧啶、尿嘧啶等物质。李锋




    以活性炭作为固定相的柱技术, 利用其强大的吸附力将溶液中的核苷类物
质富集于活性炭上, 再以合适的方法将目标物解吸下来, 最后使用结晶等技术获
得纯品。如在 1984 年, 日本 Takeda 化工股份有限公司的工作人员将经树脂处理
过的含有核苷酸、核苷、嘌呤的溶液的酸碱度调至 pH 9, 再将其加入活性炭柱中, 
对吸附剩余液进行分析表明, 活性炭柱对核苷和嘌呤的吸附率达 100% 。该公司
的研究人员还用活性炭柱对核苷、核苷酸进行了分离: 将含有核苷、核苷酸、嘌
呤的溶液调至酸性, 经过活性炭柱, 用水冲洗炭柱后通入 NaOH 溶液, 将吸附于
柱上的核苷酸洗脱下来; 再用醇及 NaOH 溶液可将核苷解吸下来, 回收率可达
90%以上。我国也有使用活性炭柱分离提取肌苷的报道[ 16, 17] 。 
2.1.2.5 毛细管电色谱法 










法测定尿中的 8-OHdG, 采用一步固相萃取法预处理及动态 pH 调节进样, 在长
度为 75 cm、内径为 25 um 的毛细管柱上, 以 30 mmol/ L 的硼砂溶液( pH 9.12) 
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为流动相, 在分离电压为 20 kV, 进样时间为 10 s 的条件下, 对被测定物的检测
限达到了 20 nmol/ L, 该方法操作简单、灵敏、高效，十分适合临床诊断检查。
明永飞等[21]研究了毛细管胶束电动色谱分离几种核苷所需的分离条件, 以含 30 
mmol/L 十二烷基硫酸钠( SDS) 和 3%乙腈的 36 mmol/ L 硼酸缓冲液( pH 9.0) 
为流动相, 在分离电压为 25 kV、分离温度为 25℃时, 在 6min 内即可成功分离 5 
种核苷( 胞苷、尿苷、鸟苷、肌苷、胸苷) , 迁移时间的重现性误差小于 1%; 面
积的重现性误差小于 3%。凌建亚等[22]用超声波从虫草属真菌中提取虫草素, 并
以高效毛细管区带电泳( capillary zone electrophoresis, CZE) 分离测定。在分离电
压为 20 kV、检测波长为 258 nm、进样时间为 5 s、柱温为 20℃的条件下, 以 0.025 
mol/ L 硼砂溶液( pH9.4) 为流动相, 运行时间 5 min, 最终, 虫草素的加样回收
率为 97.2%, RSD 为 1.38% ( n= 6)。CZE 法用于少量生物样品中核苷和脱氧核苷
类物质的检测, 操作简便, 在一定程度上弥补了 HPLC 法的不足。 
2.1.2.6 凝胶层析法 




的顺序实现各组分之间的分离。Pelegrini 等[23]利用凝胶 S-200 柱层析配合反相
层析技术从植物种子中分离得到一种新型抗菌肽。 
2.1.2.7 其他分离方法 


































图 4-1 云南霉素结构式 
 






        
 
 

















A,B,C；其分子量分别为 417,1008 和 244。 
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下面介绍一下组分 B，C 的分离流程 
 
 
图 4-3 嘧肽霉素有效成分分离纯化流程图 
 
具体的步骤为： 




活性成分进行 Sephadex LH-20 分子筛层析（60%甲醇洗脱），即可得到 B 组分。 
3. 将滤液用 SP825L 吸附（50%甲醇洗脱）；吸附物进行正相硅胶柱层析（流
动相为氯仿∶正丁醇∶甲醇∶乙酸=42∶2∶4∶2）；最后将活性成分进行
Sephadex LH-20 分子筛层析（60%甲醇洗脱），即可得到 C 组分。 
从流程图可以看出，在组分 B 和 C 的分离过程中整合了活性炭和大孔吸附




少有毒物质的用量；Sephadex LH-20 分离中可以考虑过载上样来提高效率。 
2.2.3 抑霉菌素 
抑霉菌素是由浙江省农业科学院植物保护与微生物研究所筛选的一种核苷
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类 抗 生 素 ， 产 生 菌 为 刺 孢 吸 水 链 霉 菌 天 目 山 亚 种 （ S.hygrospinosus 
















































图 4-7 谷氏菌素分离纯化流程图 
 
    其分离步骤为： 
    1.发酵液 6000rpm 离心 5min 得上清液，将上清液用草酸调 pH 为 3；煮沸
10min；6000rpm离心 5min 得上清液。 
    2.将上清液用 Dowexs 50WX2（H+，100-200mesh，Sigma）树脂进行吸附，
吸附饱和后用 0.3M 氨水解吸；将解吸液用磷钨酸进行检测，阳性反应馏分旋转
蒸发浓缩（≤40℃）。 
    3. 将浓缩液用乙酸调 pH 为 4.5，再用八倍体积的 95%乙醇沉淀，4℃过夜；
13000rpm离心，收集沉淀。 
    4. 将沉淀晾干，乙醇洗涤；水溶，进行 HPLC 检测 





2.2.5 米多霉素  















图 4-8 米多霉素分子结构式 
 








图 4-9 米多霉素分离纯化流程图 
  




1.发酵液用草酸调 pH 为 7 后过滤得上清。 
2.上清液经过 JK110 树脂吸附﹑D296 树脂脱色和乙醇沉淀后得到含有
80%MIL 的粗品。 













































的。反应气体一般是甲烷、异丁烷、氨等, 生成(M+H)+, (M-H)+, (M+NH4)+的准
分子离子。化学电离质谱不能作峰的匹配性比较（无论用计算机还是用人工），
也不适应于结构测定，它的主要用途是检测分子离子从而确定分子量。 





FI 的强，质谱图比 FI 的还要简单。 
快原子轰击（fast atom bombardment, FAB）。是一种广泛应用的软电离技术。
快原子轰击利用的重原子一般为 He 或 Ar。 
其原理为：Ar+(高动能的) + Ar(热运动的) → Ar(高动能的) + Ar+(热运动的) 





图 4-10 FAB 离子源原理示意图 
 





























       
 
图 4-12 APCI 工作原理示意图 
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2.3.4 核磁共振（Nuclear Magnetic Resonance,NMR） 
    核磁共振为结构鉴定提供了丰富﹑重要﹑可信的信息，尤其是随着二维﹑三















一般情况, 由 IR、1 HNMR 及 MS 三种光谱提供的数据, 即可确定未知物



















天然产物在医学史上对药物的贡献最大，1983～1994 年间就有 520 种新的













在 1974 年以前, 放线菌来源的抗生素几乎都是由链霉菌产生的(在大约 2000
种抗生素中, 约 95%的抗生素是由链霉菌产生的)。在以后的 6 年中, 由稀有放线
























生素研究的起点。将 1980～1984 年 5 年间全世界所报道的由微生物产生的新化
合物与1988～1992年 5年间的报道相比较, 可以发现, 来源于陆栖链霉菌产生的
新化合物已由74.17%下降到50.15%, 相反, 来源于海洋微生物的新化合物在前5
































多氧霉素、Nikkomycin 是作用于病原真菌的抗生素。Endo 等(1970) , Bartnick 
(1972) ,Bowers (1974) , Ishizaki(1974) 等报道多氧霉素对真菌的呼吸作用、DNA、
RNA、蛋白质和磷脂的合成影响很小, 但引起敏感菌生长菌丝的尖端形成膨胀泡
而破裂。Ohta 等(1969)报道多氧霉素 D 抑制 14C-葡萄糖胺掺入植物病原菌的细胞
壁几丁质中。Endo 和 Misato (1969) 报道多氧霉素 D 抑制由几丁质合成酶催化
的, 由尿二磷-N -乙酰葡萄糖胺到几丁质这一步反应, 并通过酶的动力学研究, 
说明多氧霉素 D 是几丁质合成酶的竞争性抑制剂。Hori 等(1974)报道多氧霉素 D 
与几丁质合成酶的底物尿二磷- N -乙酰葡萄糖胺结构类似, 从而竞争性地抑制
该酶活性, 导致敏感细胞几丁质不能合成而起到杀菌作用。 
 











子调节和协调，包括一种 Fts 蛋白家族，FtsZ 蛋白，参与细胞分裂的早期过程，
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Haydon 等[48]已经合成了一系列的 FtsZ 抑制剂，简写为 PC190723。这些抑





















的作用靶点，即可筛选出需要的化合物。图 4-14 为这一筛选方法的简图。 
图 4-14 中，左图为可在细胞表面展示 HA 标签及膜结合组织纤溶酶原活化
因子(HA-tPA)的人源细胞，这种酶可将纤溶酶原(PG)转化为纤溶酶(PL)，纤溶酶
可将其底物(S)转化为一种荧光产物(P)。右图为人源细胞与细菌共同培养体系，

















酸于产黄青霉的发酵液中产生青霉素 G，加苯氧乙酸则产生可供口服的青霉素 V。 
3.1.3.3 控制培养基的营养，定向获得抗生素的某一组分 
如在庆大霉素发酵液中不加钴离子，主要产生脂溶性的庆大霉素 A，加入钴
离子后，主要产生水溶性的庆大霉素 C 组分。 
3.1.3.4 控制发酵时间 
有些抗生素在发酵时随着发酵时间的延长而改变抗生素的组分。如放线菌素









表 4-1 按抗病毒药物的结构分类 
药物作用 例子 
抗逆转录酶病毒药物 地丹诺辛, 扎西他宾, 司他夫定, 齐多夫定, 拉米夫定, 地拉韦
定, 奈非拉平, 吲哚那韦, 沙奎那韦, 利 
托那韦, 安普纳韦 
抗巨细胞病毒药物 更昔洛韦, 膦甲酸钠 
抗肝炎病毒药物 单磷酸阿糖腺苷, 拉米夫定, 干扰素, 甘草甜素 
抗 HPV 药物 米喹莫特, 西多福韦 
抗疱疹类药物 阿昔洛韦, 泛昔洛韦, 伐昔洛韦, 阿糖腺苷, 喷昔洛韦, 膦甲酸
钠 

















构成的, 例如临床应用于治疗 AIDs 的拉米夫定。 




以及环的大小的改变而产生一系列核苷类似物, 具有明显的抗 HBV 活性。 
碳环核苷，核苷中亚甲基代替戊糖环中氧原子的化合物称为碳环核苷。碳环
可以是六元环, 五元环, 四元环和三元环。可以是饱和的也可以是非饱和的。碳
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